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LIGNEES CELLULAIRES EXPRIMANT UN FACTEUR IX 
BIOLOGIQUEMENT ACTIF 

15 . 

La presente invention concerne de nouvelles lignees cellulaires immortalisees 
obtenues a partir d'animaux transgeniques qui expriment un facteur IX biologiquement 
actif, ainsi qu'un nouveau procede de prcxluction du facteur IX a partir des lignees 
cellulaires selon rinvention. 

20 

Le facteur DC huraain est une proteine de 415 acides amines (forme mature), 
naturellement presente dans le sang, qui intervient dans la cascade des reactions 
aboutissant & la coagulation du sang. Le facteur EX est essentiellement synthetase dans le 
foie, initiallement sous forme d'un precurseur qui est ensuite soumit a au moins quatre 

25 modifications post-traductionnelles: (i) une y-carboxylation portant sur 12 residiis d'acides 
glutamique, (ii) une glycosylation, (iii) une p-hydroxylation du residu d'acide aspartique 
en position 64 ainsi que (iv) Tabandon par clivage proteolytique du peptide signal suivi 
de celui du pro-peptide. Le facteur DC ainsi processe est secret^ dans le sang. Lorsqu'un 
6v£nement de coagulation du sang a lieu, la forme circulante, a chaine unique, du facteur 

30 DC (forme zymogene) est clivee en presence du facteur XI active pour dormer la forme 
activee, a double chaine, du facteur DC (facteur IXa) qui intervient alors dans un complexe 
comprenant aussi du facteur Villa, des phospholipides provenant de la membrane des 
plaquettes sanguines et du calcium. 

35 La deficience hereditaire en facteur IX humain est la cause d'une maladie grave, 
Phemophilie de type B, qui affecte un sujet male sur trente mille. A Theure actuelle, les 
patients sont traites par infusion de preparations concentrees de facteur IX derivees du 
plasma humain. Les patients sont ainsi soumis a des risques d'infection non negligables 
en raison de Teventuelle presence d'agents pathogenes non detectables dans le sang des 

40 donneurs. Afin de pallier a cet inconvenient majeur, des fecherches ont ete depuis 
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longlemps entreprises pour produire le facteur IX par les techniques de I'ADN 
recombinant. Diff6rents systemes d'expression ont ete proposes, notamment des systemes 
mettant en jeu des cellules hotes de mammifere. Neanmoins, on a constate rapidement que 
le facteur DC prodiiit de cette maniere n'etait pas correctement processe et que son activite 
5 etait largement interieure k celle du facteur IX derive du plasma sanguin. 

En parallfcle, Texpression du facteur DC humain dans des animaux transgeniques a 
et6 aussi obtenue. Choo etaL Nucl. Acids Res. (1987) 15: 871 rapporte Texpression de 
cette proline dans des souris transgeniques dans lesquelles on avait au prealable introduit 

10 PADN comptementaire (cADN) codant pour le facteur IX place sous le contr61e du 
promoteur inductible du gene de la metallothioneine la de mouton. A partir de ce 
promoteur, un niveau significatif de transcription n'est induit qu'en presence de zinc. Bien 
que le facteur EX ainsi produit soit biologiquement actif, l'experience de Choo et aU bien 
que scientifiquement interessante, ne peut done pas avoir duplication industrielle pour 

15 des raisons evidentes d'6fficacite et d'ethique. 

II a maintenaint ete trouve que des lignees cellulaires immortalisees derivees du foie 
d'animaux transgeniques ayant integre dans leur genome un ou plusieurs fragments 
d'ADN comprenant une sequence codant pour le facteur IX humain peuvent, lorsque 
20 mises en culture, produire un facteur IX dont Tactivite est similaire a celle du facteur IX 
present dans le plasma sangiiin humain. 

Paf consequent, I'invention propose une lignee cellulaire trans-immortalisee d'origine 
hepatique, capable d'exprimer un facteur IX d'origine humaine dont Tactivite est similaire 
25 a celle du fecteur DC present dans le plasma humain, qui a integre dans son genome un 
fragment d'ADN exogene comprenant une region codant pour le facteur IX humain; la 
dite sequence 6tant placee sous le controle d'une region promotrice specifique du foie. 

Par "fecteur DC d'origine humaine", on entend toute proteine presentant Ies deux 
30 caracteristiques suivantes: 

- La proline est selectionnee parmi le facteur IX humain dont la sequence en 
acides amin& est donnee dans Anson et aL EMBO J. (1984) 3: 1053, et tous Ies 
analogues de celui-ci qui presentent des modifications dans la sequence en acides 
35 amines. Ccs modifications peuvent etre des deletions, des insertions, ou des 

remplacements d'acides amines par d f autres. Par "analogue du facteur IX humain", 
on entend 6galement toute proteine ayant la meme sequence en acides amines que 
le facteur IX humain mais presentant des modifications posMraductionnelles 
diffSrentes. 

40 
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- La proteine a une activite coagulante telle que mise en evidence par le test de 
coagulation au kaolin (dosage un temps) decrit par Austen & Rhymes, (1975) A 
laboratory manual of blood coagulation, Blackwell Scientific Ed.; cette activite est, 
dans la suite du texte, appellee activite "facteur IX". A titre indicatif, une description 
5 detaillee d'un mode operatoire particulier de ce test est fournit ci-apres. 

\00\i\ d'un plasma deficient en facteur IX (Stago) et lOOfil d'une solution de 
cephaline-kaolin [25mg de kaolin (Merck; reference 1906); 100^1 de cephaline (Stago) 
pour un volume final de 10ml dans du tampon Owren & Roller (5,5g/l d'acide 5,5 

10 diethylbarbiturique, 3,69g/l d 'acetate de sodium, NaCl 0,63%, pH7,3) sont ajoutes a lOOjil 
d'un aliquot d'un echantillon devant etre teste. Si besoin est, cet Echantillon peut etre au 
prealable dilue dans du tampon imidazol (1,75 g/I; pH 7,4). On incube cette preparation 
180 secondes a 37°C, puis on ajoute lOOfil de CaCl 2 0,025M. Le temps de latence avant 
formation d'un caillot (temps de coagulation) est mesure de maniere automatique (Behring 

15 Fibrintimer 10). L'activite "facteur IX" est etablie, par la suite, en fonction d'une gamme 
d'etalonnage preparee comme suit: Un plasma controle contenant le facteur IX (plasma 
.controle N FVIII-FIX de Stago, dont l'activite est donnee par le fournisseur; 1U = 5^ig 
de facteur IX) est dilue au 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 et 1/160 dans du tampon imidazol. Le 
temps de coagulation est mesure pour chacune des dilutions et la courbe d'etalonnage est 

20 etablie (Unite "facteur EX" en fonction du temps de coagulation sur une echelle 
logarythmique). Lorsque le mode operatoire ci-dessus decrit est mis cn oeuvre, on 
considere qu'un echantillon teste n'a pas d'activite "facteur IX" si l'activite mesuree est 
inferieure a 250 ng/ml. 

25 Lorsque ce test est realise avec le plasma d'un animal transgenique cxprimant le 

facteur IX humain, il convient d'utiliser une double serie d'echantillons; la premiere serie 
coraprenant du plasma tel que preleve, et la deuxieme serie comprenant du plasma trait6 
avec des anticorps anti-facteur IX humain neutralisants, dans la mesure ou ces anticorps 
ne presente pas de reaction croisee avec le facteur IX des animaux en question. Ceci 

30 pennet, en evaluant la difference des resultats obtenus en parallele de reveler l'activite 
facteur IX due specifiquement au facteur IX humain. Enfin, si besoin est, le plasma des 
animaux transgeniques est dilue de fa<jon plus importante avec du tampon imidazol. 

Par "facteur IX d'origine humaine ayant une activite similaire au facteur IX present 
35 dans le plasma humain", on entend un facteur EX d'origine humaine qui est represents par 
un echantillon donne dont l'activite facteur K mesuree en |ig/ml, en mettant en oeuvre 
le test de Austen & Rhymes precedemment decrit, equivaut a au moins 75%, de 
preference a au moins 80%, ou. mieux encore, a.au moins 90% de la quantite totale de 
facteur IX dans Pechantillon, mesuree en ng/ml par lest ELISA. Un kit EL1SA specifique 
40 pour le facteur DC est commercialement disponible chez Diagnostica Stago, Asnieres, 
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France. Considerant la definition du present paragraphe, le facteur IX present dans le 
plasma humain a une activite facteur IX d'environ 100%. D'une maniere generate, un 
facteur IX repohdant au critere d'activite enonce ci-dessus t est designe sous le terme 
. "facteur IX biofogiquement actif \ 

5 

Par "region promotrice specifique du foie\ on entend un promoteur de mammifere 
ou partie de celui-ci, capable d'initier la transcription d'une sequence codante dans un 
nombre restraint de types de cellule de mammifere (pas dans tous les types), en particulier 
dans une cellule b6patique ou d'origine hepatique, De maniere pr^feree, un promoteur 

10 specifique du foie est un promoteur capable d'initier la transcription d'une sequence 
codante essentiellement dans une cellule hepatique ou d'origine hepatique; par exemple, 
le promoteur du gfene de I'a-antitrypsine ou du facteur DC. Aux fins de la presente 
invention, ce dernier promoteur est tout particulierement prefere, bien que jusqu'a present 
on ait suppose que I'expression controlee par le promoteur du gene du facteur DC soit plus 

15 faible que 1 'expression contrdlee par le promoteur du gene de Pa-antitrypsine 

D'une maniftre tout h fait generate, une lignee cellulaire selon I'invention peut etre 
obtenue par un procede de trans-immortalisation in vivo . Elle peut done etre selectionnee 
a partir d'une culture de cellules tumorales hepatiques prelevees sur un animal 
20 transg&iique ou sur un animal dans lequel une tumeur hepatique issue d'un animal 
transgenique a et£ i propagee. 

Dans le cadre de la presente invention, on entend par "animal transgenique", un 
animal qui possfede, integre dans son genome, un fragment d'ADN exogene comprenant 

25 une region codant pour un facteur IX d'origine humaine ou une region codant pour un 
oncogene et qui est capable d'exprimer les proteines correspondantes. Cet animal 
transgenique peut etre un transgenique complet (toutes ses cellules possede le fragment 
d'ADN exogfcne) ou bien un mosafque (le fragment d'ADN exogene se retrouve dans un 
certain pourcentage de cellules, mais pas dans toutes). Cet animal transgenique est de 

30 preference un mammifSre noh-humain, plus particulierement un murin, de maniere tout 
a fait pr£feree une souris. 

En tenant compte de ce qui precede, un animal transgenique a partir duquel une 
lignee cellulaire peut etre derivee doit etre doublement transgenique: pour le facteur DC 
35 et pour un oncogene. 

Selon un premier mode de realisation, un tel animal est obtenu par developpement 
d'un oeuf dans lequel on a injecte, a la fois, (i) un premier fragment d'ADN exogfene 
comprenant une region codant pour le facteur DC et placee sous le controle d'un region 
40 promotrice specifique du foie et (ii) un deuxieme fragment d'ADN comprenant une region 
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codant pour un oncogene (sequence oncogene) placee sous le contrdle d'un region 
promotrice appropriee, par exemple, un promoteur specifique du foie. Le premier et le 
deuxieme fragments d'ADN peuvent etre injectes en tant que deux molecules d'ADN 
distinctes ou bien en tant qu'une entite d'ADN unique. 

5 

Selon un deuxieme mode de realisation alternatif, un animal transgenique pour le 
facteur DC, capable de developper des tumeurs hepatiques a partir desquelles on peut 
etablir des lignees cellulaires selon Pinvention, peut etre obtenu comme suit: On injecte 
dans des oeufs un fragment d'ADN comprenant une region oncogene, afin d'obtenir un 
10 premier animal transgenique pour un oncogene. En parallele, on injecte un fragment 
d'ADN comprenant une region codant pour le facteur DC afin d'obtenir un deuxieme 
animal transgenique. Ensuite on crdise le premier et le deuxieme animal transgenique afin 
d'obtenir un descendant doublement transgenique pour 1'oricogene et le facteur IX. 

15 Par consequent, Pinvention concerne egalement: 

(i) un animal transgenique simple dont le plasma sanguin contient un facteur DC 
d'origine humaine dont I'activite est similaire a cede du facteur IX present dans le 
plasma sanguin humain, qui a integre dans son genome uh fragment d'ADN exogene 

20 comprenant une region codant pour un facteur IX d'origine humaine; la dite region 

etant placee sous le controle d'une region promotrice specifique du foie; et 

(ii) un animal transgenique tel que decrit en (i), qui est en plus capable de 
developper une tumeur hepatique, puisqu'il a integre dans son genome un fragment 

25 d'ADN exogene comprenant une region codant pour un oncogene placee sous le 
contrdle d'une region promotrice appropriee, par exemple une region promotrice 
eucaryote ou d'origine virale. De preference c'est une region promotrice specifique 
du foie. 

30 D'une maniere generate, 1'oncogene peut etre n'importe quel oncogene capable 

d'induire une tumeur hepatique chez l'animal que l'on considere. Par exemple, cela peut 
etre l'antigene T du virus du SV40 ou 1'antigene code par le gene c-mvc de souris. 

Aux fins de la presente invention, un fragment d'ADN comprenant une region 
35 codant pour le facteur IX humain peut etre construit sous forme de bloc d'expression, plus 
precisement en plaqant la dite region sous le controle d'une region promotrice en 5' de 
la region codante qui peut etre un promoteur specifique du foie ou au moins une partie 
de celui-ci suffisante pour permettre Texpression du facteur IX dans une cellule hepatique. 
Outre une region promotrice et une region codante, le bloc d'expression peut aussi 
40 comprendre des elements de fin de terminaison de transcription. 



WO 91/02056 



PCT/FR90/00606 



-6 - 

La sequence de la region codant pour le facteur IX peut etre: 

- de type gSnomique; par exemple, dans le cas du facteur IX humain, il s'agit, en 
particulier, de la sequence decrite dans Anson et al. (supra), qui comprend 8 exons 

5 (exons A k H) et 7 introns (introns 1 a 7) ou d'une sequence correspondant a la 

sequence ci-dessus en reference dans laquelle la taille d'au moins un intron a ete 
r£duite en btroduisant une delation. 

- de type ADN complementaire; par exemple, dans le cas du facteur IX humain, 
10 il s'agit de la sequence dficrite dans Anson et al. (supra), privee des 7 introns. 

-de type "mixte", (appellee aussi minigene); par exemple, dans le cas du facteur 
IX humain, il s'agit de la sequence decrite dans Anson et al. (supra), dans laquelle 
au moins un des 7 introns a ete supprime et dans laquelle au moins un des 7 introns 
15 a ete conserve. De preference, seul le premier intron ou partie du premier intron est 

conserve 

Selbn un mode prefere de Pinvention, on choisit de mettre en oeuvre une sequence 
de type g6noraique. 

20 

Le fragment d'ADN exogene peut en outre comprendre une region amplificatrice 
telle que une region codant pour Pad6nosine deaminase (ADA) qui confere une resistance 
progressive a certains antibiotiques. La region amplificatrice et la region codant pour le 
facteur DC doivent etrc placees sous le controle d'une region promotrice commune. Par 
25 selection basee sur la resistance a de fortes doses d'antibiotique, on pourrait ainsi obtenir 
une lignee cellulaire hyperproductrice de facteur IX. 

Ce fragment d* ADN exogene est initialement construit en tant que fragment insere 
dans un vecteur d'expression, par exemple un plasmide. Neanmoins, pour usage dans la 
30 pr6sente invention, il doit 6tre mis sous forme lineaire et dissocie des autres elements 
plasmidiques. ^ 

Par ailjeurs, Pinvention propose de meme un procede de preparation d'une lignee 
cellulaire selon Pinvention dans lequel 

35 

- on preleve le foie tumoral (ou en cours de tumorigenese) d'un animal 
transgenique selon Pinvention ou le foie tumoral d'un animal dans lequel des 
cellules h6patiqbes tumorales derivees d'un animal transgenique selon Pinvention 
on 6t6 propagees et, 

40 
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- on selectionne, par mise en culture des cellules du dit foie, la dite lignee 
cellulaire. 

Enfin, P invention se rapporte egalement a un procede de preparation d'un facteur 
5 IX d'origine humaine ayant une activite similaire a celle du facteur IX present dans le 
plasma humain, dans lequel on cullive une lignee cellulaire selon P invention et on recolte, 
par la suite, le dit facteur IX dans le milieu de culture. 

L'invention est illustree ci-apres et se refere aux figures suivantes: 

10 

La Figure 1 represente schematiquement la structure du gene codant pour le facteur 
IX humain; sont indiques: la position des exons (de A a H), la localisation des sequences 
reconnues par les oligonucleotides utilises pour cribler la banque genomique (de [1] a [6]), 
et les morceaux d'ADN clones dans trois vecteurs lambda, MG1951, XTG1958 et 
15 XTG1952. 

La Figure 2 represente schematiquement la structure du plasmide pTG3960 en 
precisant de quels plasmides proviennent ses fragments et a partir de quel vecteur lambda 
ces derniers ont ete construits. Les exons du facteur IX sont signales par les lettres de A 
20 aH. 

La Figure 3 represente schematiquement la structure du plasmide pTG3954 en 
precisant de quels vecteurs proviennent ses differents fragments. Les exons du facteur IX 
sont signales par les lettres de A a H. 

25 

La Figure 4 represente schematiquement la structure du plasmide pTG3962 en 
precisant de quels plasmides proviennent ses differents fragments. Les exons du facteur 
DC sont signales par les lettres de A a H (rectangles clairs), le premier exon non codant 
du gfene de Pa-antitrypsine par le chiffre 1 et la partie de Pexon c-mvc par le chiffre 2 
30 (rectangles noirs). 

La figure 5 presente Panalyse par electrophorese des ARN prepares a partir des 
differents tissus d'une lignee de souris transgeniques exprimant le facteur IX humain ("C", 
pour souris controle et T\ pour test). 

35 

La Figure 6 presente V analyse des ARN messagers issus du foie de souris 
transgeniques exprimant le facteur IX humain; (1) et (2) souris de la lignee TMTG3960-1, 
M C M souris controle; (3) souris de la lignee TMTG3962-18; (4) souris de la lignee 
TMTG3954-9; et (5) et (6) souris de la lignee TMTG3954-58. 

40 
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La Figure 7 represente 1' analyse par Western blot du facteur IX recombinant humain 
isole du plasma des souris transgeniques; (1) et (2) souris de la lignee TMTG3954-58; 
"C" souris contrile, (3), (4), (5) et (6) souris de la lignee TMTG3960-1, "S" facteur IX 
Stago et (7) et (8) souris de la lignee TMTG3954-9. 

5 

Les Figures, 8a et 8b representent shematiquement de la construction du plasmide 
pTG4912. 



10 

'• EXEMPLE I : Preparation de vecteuis portant un fragment d'ADN comprenant 

une region codant pour le facteur IX humain 

15 A. Clonage d'une region codant pour le facteur IX humain 

Une banque d'ADN genomique provenant d'une lignee de cellules lymphoblastoides 
humaines GM1202A (4XY) est realisee dans le bacteriophage X.EMBL3 [Pavirani A etaL, 
Bio\Technology (1987) 5: 389], puis est criblee a I'aide des sondes d'oligonucleotides 
20 synth&iques (21 T 22 et 25 mer) suivantes: 

5' AAGTACAAGCTGAGCTGTATT 3* 

5" :tgccatoatcatgttcacgcg 3' 

5' CTCAGTACAGGAGCAAACCACCTTG 3' 
25 5* TAGAATTTACATAGTCCACATCAGG 3' 

5' GTCrCTACrAGCTGTAGATTGC 3' 
5' GATTATAGGCGTGAGCCACTG 3' 

Celles-ci correspondent a differentes regions du gene du facteur IX, lei qu'indique 
30 a la Figure 1. . 

Trois clones X independants sont identifies a I'aide des sondes, par Southern blot: 
MFG19S.it XTG1958 et XTG1952 (Figure 1). L'insert de X.TG1951 comprend les 5 kb de 
la region prpmotrice et la region couvrant les quatre premiers exons du gene. L'insert de 

35 XTG1952 comprend 2,3 kb de I'intron 6, 1'intron 7, les exons G et H et les 10 kb de la 
sequence adjacente en aval du signal de pblyadenylation. L'insert de XTG1958 s'etend de 
I'exon B jusqu'a.0,47 kb en aval de I'exon F (il recouvre l'insert de XTG1951 sur 7 kb). 
En conclusion, les trois inserts ci-dessus decrits couvrent, a eux trois, une grande partie 
du gene, en particulier, les huit exons et les regions adjacentes 5' (5 kb) et 3' (10 kb); 

40 seule une region de I'intron 6 (6,7 kb) ne s'y retrouve pas. 
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B. Construction d'un plasmide comportant une sequence d'ADN de type 
genomique codant pour le facteur IX humain, placee sous le controle du 
promoteur du gene du facteur IX humain (pTG3960, Figure 2) 

5 

Le fragment Sail de 15 kb du clone XTG1958 est sous-clone dans le site de 
restriction Sail du vecteur ppolylll-I* decrit dans Lathe et al. . Gene (1987) 57: 193 pour 
donner le plasmide pTG3911. 

10 Un linker synthetique porteur de sites de restriction uniques (Sfil, EcoRI, Kpnl, 

BamHI, Xhol et NotI) est introduit entre les deux sites EcoRI du cosmide pCVOOl [Choo 
et al. v Gene (1986) 46: 277] qui sont detruits lors de Tinsertion, pour generer le plasmide 
pTG3909. Les fragments BamHI-EcoRI (4,3 kb) et EcoRI-EcoRI (1,8 kb) isol& du clone 
XTG1952 sont clones entre les sites BamHI-EcoRI de pTG3909 pour donner pTG3914. 

15 L'orientation du fragment EcoRI-EcoRI est verifiee par digestion enzymatique. Le 
fragment de 6,2 kb (les deux fragments precedents plus un fragment de vecteur, 
.EcoRI-Aatll) portant la partie 3* du gene du facteur IX (correspondant aux exons G et H) 
est resorti du cosmide par digestion avec BamHI et AatIL Puis ce fragment est clone entre 
les memes sites de pTG3911 pour donner le plasmide pTG392L 

20 

L' insert Sall-Sall de XTG1951 est sous-clone dans le site Sail du plasmide pAT153 
[Twigg AJ. et Sherrat D., Nature (1980) 283: 216], pour donner le plasmide pTG3927. 
La partie centrale de Tintron 1 est eliminee par digestion PvuII suivie d'une ligation, pour 
donner le plasmide pTG3952. Ce plasmide n'a plus les deux fragments PvuII (3,65 kb et 

25 1,13 kb) internes k Tintron 1 mais retient le fragment PvuII (4,38 kb) porteur des exons 
B et C. L'insert Sall-Sall de pTG3952 est repasse dans le vecteur ppolylll-I* pour donner 
le plasmide pTG3956 qui dispose de sites uniques en 5\ Le fragment XhoI-SnaBI de 
pTG3956 est introduit entre les sites XhoI-SnaBI de pTG3921 pour donner le plasmide 
pTG3960 (Figure 2) qui comporte : 

30 - 5 kb de la sequence promotrice du gene du facteur DC, 

- 22 kb du fragment codant pour le facteur IX (Pintron 1 est tronque de ces deux 
fragments PvuII et Tintron 6 de 7,1 kb du fait de la deletion supplemental d'un fragment 
de 0,46 kb due a Putilisation du site BamHI le plus en aval de Pintron, 

- quelques centaines de paires de bases de sequences genofniques 3' en aval du 
35 signal de polyadenylation. 

Toutes les constructions sont realisees par passage dans la souche E. coli 5K, a 
Pexception de la derniere etape.de clonage qui utilise la souche E. coli BJ. 
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C. Construction d'un plasm ide comportant une sequence de type "mixte" codant 
pour le facteur DC humain, placee sous le controle du promoteur du gfcne du 
facteur DC humain (pTG3954, Figure 3) 

5 Le fragment de 6,2 kb comportant Pextremite 3* du gene du facteur IX est resorti 

du cosmide pTG3914 par digestion avec Clal et Aatll. Puis il est clone entre les sites Clal 
et Aatll du vecteur pAT153, pour generer le plasmide pTG3924. Cette construction est 
passee dans la souche E coli GM33 (dam ). Les sequences genomiques comprises entre 
les sites Bell et BgUI sont 6liminees et remplacees par un fragment BclI-BgUI (2,34 kb) 

10 provenant du phage XTG1951 et comportant Pextremite 5' de Pexon B et la partie 3' de 
Pintron 1, pour donner le plasmide pTG3926. Ce clonage est effectue dans la souche 
E coli SJL II subsiste 0,6 kb de sequences genomiques issues de Pintron 6 entre les sites 
BamHI et BgUI qui sont eliminees lors de la derniere etape de clonage. Le plasmide 
pTG3926 est transfere dans la souche E coli GM33 (dam ) afm de pouvoir reconstituer 

15 la partie de PADN complementaire entre les exons B et H en integrant le fragment Bell 
(1,4 kb) isol6 du plasmide pTG397 decrit dans la demande europeenne de brevet 
EP-A- 162 782 (ce plasmide comporte PADN complementaire du facteur IX humain) pour 
donner le plasmide pTG3951. 

20 La partie promotrice, Pexon A et le reste de Pintron 1 sont isoles du plasmide 

pTG3910 (pTG3910 provient du clonage du fragment Sail de XTG1951 dans le vecteur 
ppolyllM*) sous fonne d'un fragment XhoI-BgHI. Ce fragment est integre entre ces 
memes sites dans pTG3951 pour donner le plasmide pTG3954 (Figure 3) qui comporte 
done un minigdne du facteur IX comprenant la partie de 5 kb du promoteur, Pexon A, le 

25 premier intron complet, les exons dc B i H sous forme d'un ADN complementaire et 
quelques centaines de paires de bases de la partie 3* adjacente en aval du signal de 
polyad6nylation. [ 

D. Constiwction d'un plasmide comportant une sequence d'ADN de type 
30 g6nomhjue codant pour le facteur IX humain, placee sous le controle du 

promoteur du gfcne de Pa-antitrypsine (pTG3962, Figure 4) 

Un fragment I^)hl-Kpnl comportant la region promotrice, le premier exon non 
codant et la partie 5' de Pintron I du gene de Pa-antitrypsine dont la sequence est donnee 
35 par Long G.E et aL Biochemistry (1984) 23: 4828, est insere dans le vecteur pUC18 
[Yanisch-Perron £. et aL, Gene (1985) 33: 103]. En particulier, la partie 5' de Pintron 1 
comporte un site donneur d'epissage. 

Puis un intron fonctionnel hybride est cree en introduisant, dans le site Xbal du 
40 polylinker de pUC18, un adaptateur dont la sequence est basee sur celle de Pextremite 3* 
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du premier intron du gene de souris c -mvc . Ce fragment synthetique a pour sequence : 

Xbal (*) Hpal Xbal 

5 ' TCTAGACTTGCTTCCCTTGCTGTGCCCCCTCCAGCAGACAGCCACGACGGTTAACTCTAGA 
5 L extr6mite 3' du premier intron J L 2 iiB># exon J 
du gfene c- mvc c- mvc 

Ce fragment synththique comporte, de 5' vers 3\ un site Xbal, un site accepteur 
d'epissage (*) permettant Tepissage correct du transcript (la coupure se faisant entre G 
10 et C), un site de clonage aux extremites franches (Hpal) pour permettre la fusion avec le 
fragment d'ADN codant pour le facteur IX au niveau des regions exoniques, et enfin un 
site Xbal. L'orientation de ce fragment est verifiee par sequen§age. En fin de construction 
on obtient le plasmide pTG3925. 

15 En parallels un fragment Hindin (4 kb) de MTG1951 portant la partie 5' de la 

region promotrice du gene du facteur IX, I'exon A, et environ 600 pb de 1 'intron 1 est 
sous-clone dans le vecteur M13TG130 [Kieny M.P. et aL Gene (1983) 26: 91 J. Puis un 
site Smal (extremites franches) est cree par mutagenese dirigee en utilisant 
I'oligonucleotide 5* GCATAACCCGGGCTAGCAG 3\ Ce site est cree, deux nucleotides 

20 en amont de PATG initiateur de la transcription. L'insert Hindlll ainsi modifie est 
reintfgre dans le vecteur ppolylll-I* pour donner le plasmide pTG3913. 

La partie promotrice et le debut de la region codante du gene de Fct-antitrypsine 
munie du site accepteur d'epissage sont isolees du vecteur pTG3925 sous forme d'un 

25 fragment EcoRI-Hpal. Ce fragment est integre entre les sites EcoRI et Smal du plasmide 
pTG3913 pour generer le plasmide pTG3953. Cette insertion detruit les sites de clonage 
Hpal et Smal et se fait dans une zone exonique. L/ATG initiateur est fourni par la region 
codant pour le facteur IX (exon A). Le sequen§age de la zone de fusion (entre la sequence 
synthetique correspondant a c -mvc murin et Texon A) indique qu'un nucleotide est perdu 

30 lots du clonage: 

HpaI°SmaI° 
. . • CAGACAGCCACGACGGTTGGTTATG • . . 

c- mvc J L facteur IX 

35 

La partie 5' de la region codant pour le facteur IX, comportant Tintron 1 tronque 
du gene du facteur IX, est reconstituee afin d'appliquer la meme strategie que 
precedemment pour Tassemblage de la region codante complete. A cet effet, le fragment 
EcoRV-Sall isole du plasmide pTG3952 est clone entre les memes sites de pTG3953, pour 
40 donner le plasmide pTG3957. 
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Enfin, le fragment XhoI-SnaBI (9,9 kb) de pTG3957 est transfere entre les memes 
sites de pTG3921, pour donner le plasmide pTG3962 (Figure 4). Cette derniere etape de 
clonage est rdalisi»e par passage dans la souche E coli BJ alors que les precedents sont 
realises par passage dans la souche E. coli 5K. 

5 

Dans pTG3962 (Figure 4) le premier exon non codant du gene de I'a-antitrypsine 
est conserve. 4 

10 EXEMPLE 2: Souris simple-transgeniques exprimant le facteur IX humain 

A. Obtention des souris transgeniques 

pTG3954 est digere par Sail et Sfil tandis que pTG3960 et pTG3962 sont digeres 
15 par Sfil uniquement, de maniere a obtenir dans chaque cas t un fragment d'ADN 
comprenant un bloc d'expression du facteur IX dissocie des fragments d'ADN 
plasmidique derives de pBR322. Chaque fragment ainsi libere, est purifie sur gradient de 
sucrose et injecte dans le pronucleus male d % un oeuf fertilise de souris hybrides de 
premiere generation issues du croisement d'une souris femelle C57/B16 avec un male SJL 
20 selon la technique cohnue de Thomme du metier. Chaque oeuf est ensuite reimplante dans 
Tuterus d'une souris pour que la gestation soit poursuivie. 

L'ADN des tissus de la queue des nouveau-nes est isole de maniere a verifier 
Integration du fragment d'ADN exogfene dans le genome de Tanimal par analyse 

25 Dot-blot en uttlisant une sonde appropriee (fragment BamHI-BamHI du plasmide pTG397 f 
decrit dans la demande europeenne de brevet EP-A- 162 782) marquee a 1'isotope M P. Du 
sang est preleve sur les souris positives au test d'hybridation et le niveau d'expression du 
facteur DC est determine dans le serum par la methode EliSA en utilisant la trousse de 
dosage Diagnostica Stago (Asserachrom DCrAg; Ref. 0410). Le test est specifique du 

30 facteur DC humain et montre peu ou pas de reaction croisee avec le facteur IX de souris. 
Les r&ultats sont presentes ci-dessous. 
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Tableau 1 


Plasmide 


n° de la fondatrice 


sexe 


expression du 
iacieur ia [}xg/iu\) 


pTG3960 


1 


M 


6,97 


pTG3960 


83 


F 


3,47 


pTG3962 


18 


M 


1,82 


pTG3954 


9 


M 


36,4 I 


P TG3954 


58 


M 


8,02 1 



10 Le tableau 1 montre que I'expression la plus elevee est obtenue avec les fragments 

d'ADN issus de pTG3954 et pTG3960 qui component le promoteur du gene du facteur 
DC humain. De plus, pour obtenir un bon niveau d'expression, il n'est pas necessaire 
d 'avoir la totalite des introns (pTG3954). 

15 B. Analyse de PARNm correspondant au facteur IX humain, issu des souris 

transgeniques 

L'ARN total de plusieurs tissus (rein, rate, intestin et foie) est prepare a partir de 
souris transgeniques de la lignee TMTG3960-1 (promoteur et sequence genomique codante 

20 du facteur DC). Ces ARN sont separes par electrophorese sur gel 1% 
agarose-formaldehyde, transferes sur membrane nylon et hybrides a une sonde humaine 
radioactive marquee & Tisotope 32 P (900 pb de la sequence 3* non traduite du gene du 
* facteur DC donees dans ppolylll-I*). La figure 5 montre que les ARN messagers du 
facteur DC humain (environ 3 kb) sont detectes uniquement dans les tissus hcpatiques des 

25 souris transgeniques de la lignee TMTG3960-1 alors qu'aucun signal radioactif n'est 
detecte pour les ARN isoles des tissus autres que le foie ni dans le foie d'un animal 
contr61e. Des souris transgeniques qui expriment le facteur DC humain specifiquement au 
niveau du foie ont done ete obtenues. 

30 D'autre part, lorsque les ARN messagers issus du foie de toutes les lignees de souris 

transgeniques sont analyses avec la meme sonde, l'intensite du signal est globalement 
comparable au niveau d'expression (Figure 6). 
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C. Analyse du facteur IX humain par Western blot 

Du plasma est preleve chez des souris transgeniques issues des lignees 
TMTG3960-1, TN1TG3954-9 et TMTG3954-58. Une fraction est precipitee par le barium 
5 eu apres redissolution, analysee par Western blot. La figure 7 montre que le facteur IX 
humain issu d'une souris transgenique a une masse moleculaire similaire a celle du facteur 
DC du plasma humain, ce qui indique que le produit obtenu est glycosyle (un facteur IX 
peu ou non glycosyle aurait une masse moleculaire plus faible). 

10 D. Activity coagulante du facteur IX humain present dans le plasma des souris 

transgeniques 

On determine, par test EUSA, la concentration du facteur IX humain dans le plasma 
des souris des differentes lignees. Les resultats sont indiques dans le tableau 2. Les 

15 differentes souris sont identifies par le numero de la lignee (par exemple TMTG3960-1) 
suivi de la generation (par exemple I pour generation Fl), suivi d*un numero particulier. 
On peut noter que la concentration de facteur IX humain quanlifiee chez les souris de 
premiere gen6ration de la lignee TMTG3960-1 est superieure a celle determinee chez la 
souris fpndatrice (voir tableau 1) car cette demiere est mosaique. Sur ces memes 

20 prel6vements ? Tactivite du facteur IX humain est determinee par un test de coagulation 
par la ttfchnique de dosage un temps de Austen and Rhymes, telle que precedenment 
rapportte. L*activit6 est determinee en U/ml par rapport a un echantillon de plasma 
humain utilise comme temoin (Stago lU/ml). Le plasma murin presente un bruit de fond 
important (de Pordre de lU/ml). La preincubation des echantillons de plasma des souris 

25 transgeniques avec un anticorps polyclonal specifique anti-facteur DC humain neutralise 
celui-ci et reduit le niveau d'activite a celui du facteur DC murin. La difference entre la 
valeur obtenue en absence d'anticorps et celle obtenue en presence d'anticorps correspond 
a Tactivite due exclusivement au facteur DC humain. Cette activite est rapportee en |ig/ml 
(lUAnl = 5 ng/ml de facteur IX dans du plasma humain normal pris en reference). Les 

30 resultats sont presentfa dans le Tableau 2 ci-dessous. 
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Tableau 2 


Souris 


Concentration en 
facteur IX 
(Hg/ml) 


Activite facteur IX 
(Hg/ml) 


% 


TMTG3960-1 I 3 


25,5 


22 


86 1 


TMTG3960-1 I 29 


22,5 


21 


93 


TMTG3 960-1 I 46 


29,2 


22 


75 


TMTG3962-18 H 9 


2 


2,3 


116 


TMTG3962-18 H 8 


3,9 


4,4 


113 


TMTG3954-58 I 24 


9,6 


7,3 


76 


TMTG3954-9 H 16 


19,8 


19,8 


100 



Le Tableau 2 montre que, dans le plasma de souris transgeniques, le facteur IX 
humain est biologiquement actif puisque P activite coagulante (mesuree en ng/ml) equivaut 
a la quantite de facteur DC mesuree par test ELISA, et ceci pour toutes les lignees. 
15 . 

E. Test de precipitation au citrate de barium 

La qualite du facteur IX humain present dans le plasma d'une souris transgenique 
est egalement verifiee par test de precipitation au sel de barium [Bajaj S.P. et aL J. Biol. 

20 Chem: (1981) 256 : 253], Les proteines y-carboxylees s'adsorbent et coprecipitent avec le 
citrate de barium (sel insoluble) alors que les proteines qui ne le sont pas restent en 
solution. La quantite de facteur IX humain (tot.) dans le plasma des souris transgeniques 
est d£terminee avant traitemenL Aptes traitement du plasma par le citrate de barium, la 
fraction adsorbee (ads), done y-carboxylee, est redissoute puis quantifiee par test ELISA. 

25 Les quantites sont rapportees au volume de Pechantillon et done donnees en ng. Le 
rapport Ads/tot exprime en pourcentage (%) quantifie la proportion de facteur DC humain 
y-carboxyl& 
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Tableau 3 1 


Souris 


v/UaUUlC Iv/lalC UC 

facteur IX 


Ounntite de facteur 
IX adsorbe 


RaDoort Ads/tot II 
en % 


TMTG3960-II3 | 


1429 


981 


69 


| TMTG3960-1 I 46 


1630 


1104 


67 


TMTG3960-1 ID 6 


573 


504 


88 


TMTG3962-18 H 9 


152 


152 


100 


TMTG3962-18 n 8 


103 


102 


99 


! TMTG3954-58 1 24 


370 


343 


93 


TMTG3954-9 H 16 


356 


440 


82 



Le tableau 3 raontre que la majorite du facteur IX humain present dans le plasma 
murin est Y-carfcbxyl6 puisquMl est detecte dans la fraction insoluble. Par comparison 
avec le facteur DC present dans le plasma humain, on obtient un taux de precipitation de 
15 80 a 100 % selan les experiences. 



F. Purification et caracterisation du facteur IX obtenu a partir des lignees 
TMTC3960-I et TMTG3954-9 

20 Le facteur DC humain obtenu a partir de souris issues des lignees TMTG3960-1 et 

TMTG3954-9 est purifte par chromatographic d'immunoaffinite. La fraction eluee est 
passee sur HPLC phase reverse pour d&aler le produit et la sequence N-terminale 
d6termin£e par degradation d'Edman. Les resultats obtenus dans chaque cas indiquent que 
le facteur DC hymain present dans le sang des souris transgeniques correspond bien a la 

25 forme mature. On ne d6tecte aucune trace du precurseur du facteur DC humain. Le facteur 
DC humain des souris transgeniques est done homogene et correctement processe. 

EXEMPLE 3: Lignees cellulaires trans-immortalisees exprimant le facteur DC 

30 humain 

A. Souris simple-transgeniques exprimant un oncogene 

La lignee de souris transgenique TMTG2984 exprimant l'oncogene c-m£c est 



WO 91/02056 



- 17- 



PCT/FR90/00606 



generee en utilisant le fragment Notl-NotI du plasmide pTG2984 decrit dans la deraande 
de brevet EP-A 0 298 807. 

La lignee de souris traasgenique TMTG4912 exprimant les antigenes de tumeur T 
5 et t du SV40 est g6neree en utilisant le fragment Sall-EcoRI du plasmide pTG4912 decrit 
ci-dessous. 

Le plasmide pTG4912 derive du plasmide pTG 171 decrit dans le brevet EU 0140762 
et du plasmide pML2. Le plasmide pML2 derive d'un plasmide "pJYM like 11 , decrit dans 
10 1'article de Lusky M. et ah [Nature 293, (1981) pp. 79-81] dans lequel la region poison 
de pBR322 qui est deletee est un fragment d'ADN compris entre les nucleotides 1086 et 
2457. LMnsert BamHI de SV40 est de plus delete, et on obtient ainsi le plasmide pML2. 

Le fragment 2553-2770 BamHI-BclI du genome de SV40 [Buchman et aj. Tooze 
15 J. Eds., DNA Tumor Viruses - Second Edition Revised, pp.799-841, (1981) est insere dans 
le vecteur pML2 prealablement digere par BamHI, pour donner le vecteur pTGML2A* 
represente a la Figure 8. 

Le fragment BamHI-BamHI du plasmide pTG171, portant les genes codant pour les 
20 antigenes T et t et pour la glycoproteine de la rage est insere dans le vecteur pTGML2A + 
prealablement digere par BamHI pour generer le plasmide pTG173 represente a la Figure 
8. 

Le plasmide pTG173 est digere par les enzymes StuI, qui fait une coupure tranche, 
25 et Sail, qui laisse des extremites cohesives 5' sortant. Les petits fragments StuI-StuI et 
Stul-Sall sont elimines. Le grand fragment Sall-StuI comportant les regions codant pour 
les antigenes T et t, le gene de la resistance a Tampiciline et Torigine de replication est 
isole, et soumis a Taction de la polymerase Klenow (Amersham) en presence des 4 
nucleotides triposphate ATP, GTP, CTP et TTP. La polymerase rempli le site Sail avec ' 
30 les nucleotides et on obtient ainsi un fragment d'ADN ayant deux extremites tranches. 

Le plasmide pTG3925 precedemment decrit est digere par EcoRI, qui laisse des - 
extremites cohesives 5' sortant, et Hpal, qui fait une coupure franche. Le fragment EcoRI- 
Hpal comportant le promoteur, le premier exon non codant, une partie du premier intron 

35 portant le site donneur d'epissage du gene de Ta-antitrypsine et un site synthetique 
accepteur d'epissage est isole, et soumis a Taction de la nuclease "Mung Bean" (Biolabs) 
qui coupe les extremites cohesives du site EcoRI. On obtient ainsi un fragment ayant deux 
extremites tranches. Ce fragment est insere dans le plasmide pTG173 digere par StuI et 
Sail comme prepare ci-dessus, pour obtenir le plasmide pTG4912 represente a la Figure 

40 8. 
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B. Souris pluri-transgeniques exprimant le facteur IX humain et au moins un 
oncogene 

5 Des souris doubie transgeniques sont genfrees par croisement des souris de la lignee 

TMTC3960-1 avec des souris de la lignee TMTG2984. L'etat de double transgenique est 
verify par analyse Dot blot avec des sondes appropriees. Les souris fondatrices de la 
lignee TMTG396Q-1 X TMTG2984 expriment a la fois ra-antitrypsine humaine et Ie 
fecteur IX humain. Ces deux caracteres d'expression sont transmis a la descendance de 

10 fe$on mendelienne. Trois de ces souris doublement transgeniques developpent des tumeurs 
hepatiques a l'fige de 12 mois. 

Afin d'obtenir des souris qui developpent des tumeurs a un age plus precoce, un 
male de la lignee TMTG3960-1 X TMTG2984 est croise avec des femelles de la lignee 
15 TMTG4912. Un des triples transgeniques qui sont generes par ce croisement exprime 
lmg/ml d'a-antitrypsine humaine et 40.3ng/ml de facteur IX humain. Celui-ci est sacrifie 
h I'Sge de 6 semaines et son foie (foie n° 1) qui presente deja une hyperplasie, est preleve. 
Un autre triple transgenique qui exprime 3mg/ml d'a-antitrypsine humaine et 60ug/ml de 
facteur DC humain subit le meme sort a 1'age de trois mois (foie n° 2). 

20 

C. Selection de lignees cellulaires trans-immortalisees 
Chacun des foies est traite comme suit: 

25 Le tissu h6patique tumoral est dissocte par traitement a la collagenase tel que decrit 

par Howard & Fesh, J. Bio. Chem. (1968) 105: 3105, a l'exception de I'etape de 
perfusion. Puis ies cellules sont etablies dans du milieu Williams'E (Gibco) supplemente 
avec de rinsuline lOng/ml, de Fludrocortisone 300ng/ml de la transferrine lOjig/ml, du 
facteur de croissance epidermal (EGF) 25ng/ml, de la glutamine 2mM, de la streptomycine 

30 50 U/ml, de la penicilline 250 U/ml et 5% de serum de veau fetal (FCS) dialyse. 
L'addition de ce^ differents constituants serait essentielle pour la croissance et le maintien 
d'une morphologie d'hepatocyte. Les flacons de culture Primaria (Falcon) sont utilises 
pour cette premiere culture. La culture est poursuivie a 37°C, en atmosphere humidifiee 
chargee .a 10% de C0 2 . 

35 

Au cours de cette premiere culture, les cellules sont cultivdes en amas. Puis, 
loisqu'elles sont a 80% de confluence, elles sont detachees en presence de trypsine a 
0.05% et repiquees plusieuis fois par passages successife dans le milieu complement^ ci- 
dessus decrit. Lors des premiers repiquages, les cellules sont transferees exiemporan6ment 
40 (environ lOmin) dans des flacons plastiques sur les parois desquels les macrophages 
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s'attachent immediatement et peuvent etre ainsi elimines. Apres 5 passages, Ie FCS est 
remplace par de la serumalbumine bovine (BSA) lmg/ml. Apres 5 passages 
suplementaires des cultures pures d'hepatocytes sont obtenues: TMhep39 et TMhep48, 
respectivement selectionnees a partir des foies n° 1 et 2. 

5 

La quantite de facteur IX produite par ces lignees cellulaires est mesuree directement 
dans le surnageant des cultures par test ELISA. Pour TMhep39, ia productivity est 
d'environ O.lS^ig/lO 6 cellules/24hrs; et pour TMhep48, elle est comprise entre 0.29 et 
Q.55\ig/l(f cellules/24hrs. Lorsque les cultures sont a haute densite cellulaire, la 
10 production atteint respectivement 0.3-0.4jjig/mI/24hrs et environ 0.7ng/ml/24hrs. 

L'activite "facteur IX" du facteur IX produit par les lignees cellulaires TMhep39 
etTMhep48 est mesuree par le test de Austen & Rhymes precedenment decrit. Dans les 
deux cas, elle est proche de 100%. 

15 

Le facteur IX present dans le surnageant des cultures des deux lignees cellulaires 
est purifie sur une colonne d'immunoaffinite. Le sequengage de Pextremite N-terminale 
confirme que le facteur IX ainsi produit correspond bien a la forme mature. Un Western 
blotting confirme de meme que sa mobility electrophoretique est.identique a celle du 
20 facteur IX d6riv6 du plasma humain. 

D. Caracterisatfon des lignees cellulaires TMhep39 et TMhep48 

La production d'albumine qui est une proteine specifiquement secretee par le foie 
25 est detectee dans le milieu de culture par un test ELISA en utilisant comme premier 
anticorps un antiserum de lapin anti-albumine de souris et comme deuxieme anticorps un 
anticorps de lapin anti-albumine de souris marque a la peroxydase. Pour les 2 lignees 
cellulaires, le niveau d'albumine secretee varie 3 et 11 jig/ml/24h. 

30 Dans les cellules de la lignee TMhep39, la presence d'ARN messagers specifiques 

des cellules du foie est detectee par la technique du "spot blot" decrite par Costanzi et 
Gillespie (1987) [in : Berger S.L., Kimmel A.R. eds. Guide to Molecular Cloning 
Techniques, 152. Orlando : Academic press, 582-587.], a partir de TARN total prepare par 
la methode a l'hydrochloride de guanidium telle que decrite par Chirgwin et aL 

35 Biochemistry (1979) 18: 701-710. La recherche des ARNm codant pour la transferrine de 
souris (1), Ta-antitrypsine de souris (2), Talbumine de souris (3), la p-actine de souris (4), 
Pa-antitrypsine humaine (5), la vimentine de hamster (6), facteur IX humain (7), c-mvc 
de souris (8), antigene T de SV40 (9), glutathion-S-transferase (10), a-fetoproteine de 
souris (11) est initiee a I'aide de sondes dont les sequences sont respectivement les 

40 suivantes : 
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AGTGGTCTCTGCTGACTCACAC 1 

CTGTTTAGCAGGAACTTAGAGATGAGCTCC 2 

TAGTGGGGTTGATAGGAAAGGT 3 

GATGTCACXHTACGATTTCXXTCTCA 4 

5 GGTGATGATATCATGGGTGAGTTCATTTTC 5 

TGCCGGTTCGAGGTGCCGGGG 6 

CTCAGTACAGGAGCAAACCACCTTG 7 

AGATATCCTCACTGGGCGCXJGGCGG 8 

AATAGCAGACACTCTATGCCTGTGTGGAGT 9 

10 ctaaagagcgacccaggtggct 10 

ggtgaGttcttgaGtattca 11 



La sonde correspondant a la p-actine, proteine ubiquitaire, est utilisee comme 
contrdle positif. L* absence d'hybridation est correctement observee lorsque Ton utilise la 
15 sonde 6 (controle negatif) et la sonde 11 (correspondant a une proteine uniquement 
exprimee au niveau foetal c'est a dire indifferencie). Une rcponse positive est observee 
pour I'albumine, les a-antttrypsihes humaine et de souris, la glutathion transferase, le 
facteur DC humain, le c-rayc de souris, 1'antigene T du SV40 et la transferrine. 

20 Les resultats reportes ci-dessus indiquent clairement que les lignees cellulaires 

obtenues apres repiquages successifs conservent un phenotype stable et difference. 

La souche E coii BJ transformee par le plasmide pTG3960 a ete deposee le 19 
25 juillet 1989 aupres de la G.N.C.M. 25, rue du Dr. ROUX 75724 PARIS sous le nuraero 
1-893. 

La lignee cellulaire TMhep48 a ete deposee le 9 Aofit 1990 aupres de la C.N.C.M. 
25, rue du Dr. ROUX 75724 PARIS sous le numero 1989 . 

30 
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REVENDICATIONS 

1. Une lignee cellulaire trans-immortalisee d'origine hepatique, capable d'expriraer un 
facteur DC d'origine humaine dont l'activite est similaire a cetle du facteur IX 
present dans le plasma sanguin humain, qui a integre dans son genome un fragment 
d'ADN exogene comprenant une region codant pour un facteur IX d'origine 
humaine; la dite region codante etant placee sous le conlrole d'une region 
promotrice specifique du foie. 

2. Une Iign6e cellulaire selon la revendication 1, qui a integre dans son genome un 
fragment d'ADN exogene comprenant une region codant pour le facteur IX humain. 

3. Une Hgnee cellulaire selon la revendication 2, qui a integre dans son genome un 
fragment d'ADN exogene comprenant une region codant pour le facteur DC humain; 
la dite region codante etant de type genomique. 

' 4. Une lignee cellulaire selon n'importe laquelle des revendications 1 a 3, qui a integre 
dans son genome un fragment d'ADN exogene comprenant une region codant pour 
le facteur IX humain; la dite region codante etant placee sous le contrSle d'une 
region promotrice selectionnee parrai le promoteur du gene du facteur DC, le 
promoteur du gene de l'ot-antitrypsine et les parties de ceux-ci suffisantes pour 
induire I'expression de la dite region codante. . 

5. Une lignee cellulaire selon n'importe laquelle des revendications 1 a 4, qui a integre 
dans son genome un fragment d'ADN exogene comprenant une region codant pour 
le facteur DC humain; la dite region codante 6tant placee sous le contrdle du 
promoteur du gene du facteur DC ou une partie de celui-ci suffisante pour induire 
Pexpression de la dite region codante. 

. 6. Une lignee cellulaire selon la revendication 2 selectionnee parmi TMhepTG39 et 
TMhepTG48. 

7. Un animal transgenique dont le plasma sanguin contient uji facteur DC d'origine 
humaine dont l'activite est similaire a celle du facteur IX present dans le plasma 
sanguin humain, qui a integre dans son genome un fragment d'ADN exogene 
comprenant une region codant pour un facteur IX d'origine humaine; la dite region 
codante 6tant placee sOus le controle.d'une region promotrice specifique du foie. 

8. Un animal transgenique selon la revendication 7, qui a integre dans son genome un 
fragment d'ADN exogene comprenant une region codant pour le facteur DC humain. 
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9. Un animal transgenique selon la revendication 8, qui a integre dans son genome un 
fragment d'ADN exogene comprenant une region codant pour le facteur DC humain; 
la dite region codanle etant de type genomique. 

10. Un animal Uransgenique selon n'importe laquelle des revendications 7 a 9, qui a 
\n\6gc€ dans son genome un fragment d'ADN exogene comprenant une region 
codant pour le facteur DC humain; la dite region codante etant piacee sous le 
contrdle d'uhe region promotrice selectionnee parmi le promoteur du gfcne du facteur 
DC le promoteur du gfene de Pa-antitrypsine et les parties de ceux-ci suffisante pour 
indnire V expression de la dite region codante. 

11. Un animal transgenique selon n'importe laquelle des revendications 7 & 10, qui a 
int6gr6 dans son genome un fragment d'ADN exogene comprenant une region 
codant pour le facteur DC humain; la dite region codante etant piacee sous le 
contrdle du promoteur du gene du facteur IX ou partie de celui-ci suffisantes pour 
indiiire Pexpression de la dite region codante. 

12. Un a&imal transgenique selon n'importe laquelle des revendications 7 k 11, capable 
de d6reld|jper une tumeur hepatique, qui a integrS dans son genome un fragment 
d'ADN exog&ne comprenant une region codant pour un oncogene piacee sous le 
contrdle d'une region promotrice appropriee. 

13. Un procedS de preparation d' une lignee cellulaire selon n'importe laquelle des 
revendications 1 & 5, dans lequel 

- on pr61eve le foie tumoral d'un animal transgenique selon la revendication 12 ou 
le foie tumoral d'un animal dans lequel des cellules hepatiques tumorales derivees 
d'un animal transgenique selon la revendication 12 ont ete propagdes et, 

- on s6lcctionne, par mise en culture des cellules du dit foie, la dite lignee 
cellulaire. 

14. Un proced6 de preparation d'un facteur IX d'origine humaine ayant une activite 
similaire & celle du facteur IX present dans le plasma humain, dans lequel on cultive 
une lignee cellulaire selon n'importe laquelle des revendications 1 a 6 et on recolte, 
par la suite, le dit facteur IX dans le milieu de culture. 

15. Un facteur IX tel que obtenu par le procede selon la revendication 14. 
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